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心血管疾病是中老年人群的常见病，每年因患该疾

病致死人群数量在逐渐上升，其中包括心肌梗死在内的

缺血性心脏病是主要的死因[1]。一系列的研究结果表明，

造成心肌组织损伤的主要原因，除了缺血所致损伤之

外，在恢复血液再灌注后会对缺血心肌造成更严重的伤

害，该现象称为缺血再灌注损伤（Ischemia-reperfusion，I/

R），通过抑制心肌细胞凋亡保护 I/R带来的心肌损伤已

成为当前研究的热点[2]。丁苯酞临床上用于治疗脑 I/R，

其作用广泛，且口服同样有效，近年来发现丁苯酞也有

保护心肌细胞的效果[3]。本研究用丁苯酞预处理大鼠，

考察丁苯酞对大鼠心肌 I/R的预防作用及机制。

1 材料
1.1 仪器

Cobas8000全自动生化分析仪（美国罗氏制药有限

公司）；MK3酶标仪（美国Thermo公司）；H-7650透射电

子显微镜（日本 Hitachi 公司）；Z323K 低温高速离心机
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摘 要 目的：研究丁苯酞对大鼠心肌缺血再灌注损伤的预防作用及机制。方法：将SD大鼠随机分为假手术组、模型组和丁苯酞

低、中、高剂量组（50、75、100 mg/kg），每组10只，各组大鼠每天 ig相应药物1次，假手术组及模型组大鼠 ig等量生理盐水，连续3

d。末次给药后除假手术组外其余各组大鼠再灌注120 min后检测各组大鼠心肌梗死面积比例、细胞凋亡率、凋亡相关蛋白[促凋

亡蛋白（Caspase-3、Fas、Caspase-9）、抑制凋亡蛋白（Bcl-2）]表达、左室射血分数（LVEF）和血清中血管内皮生长因子（VEGF）含

量。结果：与假手术组比较，模型组大鼠的心肌梗死面积、心肌细胞凋亡率均明显升高，心肌细胞中Caspase-3、Fas、Caspase-9蛋白表

达明显增强，Bcl-2蛋白表达明显减弱，LVEF和血清VEGF含量明显降低（P＜0.01）。与模型组比较，除丁苯酞低剂量组大鼠的LVEF

无明显变化（P＞0.05）外，其余各给药组大鼠的上述指标均明显改善（P＜0.05）。与丁苯酞低剂量组比较，丁苯酞高剂量组大鼠的心肌

梗死面积、细胞凋亡率均明显降低（P＜0.05）；丁苯酞中、高剂量组大鼠心肌细胞中Caspase-3、Fas、Caspase-9蛋白表达明显减弱，Bcl-2

蛋白表达明显增强（P＜0.05）。结论：丁苯酞可有效减轻大鼠心肌缺血再灌注损伤，保护心功能，其机制可能与上调VEGF有关。
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Study on the Preventive Effect and Mechanism of Butylphthalide on Myocardial Ischemia-reperfusion Inju-

ry in Rats
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the preventive effect and mechanism of butylphthalide on myocardial ischemia-reperfusion

injury in rats. METHODS：SD rats were randomly divided into sham operation group，model group，butylphthalide low-dose，me-

dium-dose，high-dose groups（50，75，100 mg/lg），10 in each group. All rats were intragastrically administrated related drugs

once a day，sham operation group and model group were intragastrically administrated equal amount of normal saline，for 3 d. Af-

ter last administration，except for sham operation group，120 min of repertusion was conducted. Ratio of myocardial infarction ar-

ea，apoptosis rate of myocardial cells，expressions of apoptosis-related protein [proapoptotic proteins （Caspase-3，Fas，Cas-

pase-9），apoptotic protein（Bcl-2）]，left ventricular ejection fraction（LVEF），and content of vascular endothelial growth factor

（VEGF）in serum of rats in other groups were detected. RESULTS：Compared with sham operation group，myocardial infarction ar-

ea and apoptosis rate of myocardial cells in model group were obviously increased；expressions of Caspase-3，Fas，Caspase-9 pro-

tein in myocardial cells were obviously enhanced，Bcl-2 protein expression was obviously weakened；LVEF and serum VEGF con-

tent were obviously reduced（P＜0.01）. Compared with model group，except that LVEF in butylphthalide low-dose group didn’t

changed obviously（P＞0.05），above indexes in other administration groups improved obviously（P＜0.05）. Compared with bu-

tylphthalide low-dose group，myocardial infarction area and apoptosis rate of myocardial cells in butylphthalide high-dose group

were obviously decreased（P＜0.05）；expressions of Caspase-3，Fas，Caspase-9 protein in myocardial cells in butylphthalide medi-

um-dose，high-dose groups were obviously weakened，and Bcl-2 protein expression was obviously enhanced（P＜0.05）. CONCLU-

SIONS：Butylphthalide can effectively reduce myocardial ischemia-reperfusion injury in rats，protect cardiac functions，and its

mechanism may be related with up-regulating VEGF.

KEYWORDS Butylphthalide；Myocardial ischemia-reperfusion injury；Cell apoptosis；Rats
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（德国Hermle公司）；RM-6240B/C多道生理信号采集处

理系统（成都仪器厂）。

1.2 药品与试剂

丁苯酞对照品（上海源叶生物科技有限公司，批号：

20160329，纯度：≥98％）；原位末端转移酶标记（TU-

NEL）试剂盒（美国Roche公司）；兔抗人细胞凋亡抑制因

子（Fas）、B细胞淋巴瘤 2（Bcl-2）、半胱氨酸天冬氨酸特

异性蛋白酶9（Caspase-9）、Caspase-3 Western blot试剂盒

和辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗（上海拜力生物科

技有限公司）；牛血清蛋白（德国Merck Millipore公司）；

血管内皮生长因子（VEGF）试剂盒（上海信帆生物科技

有限公司）。

1.3 动物

SPF 级 SD 大鼠，8周龄，♂，体质量 290～320 g，由

郑州大学实验动物中心提供，动物合格证号为：SCXK

（豫）2016-0005。本实验过程中对大鼠的处理已通过本

院动物伦理委员会同意。

2 方法
2.1 心肌 I/R模型的建立

按照文献[4]方法建立心肌 I/R模型。大鼠术前禁食

不禁水12 h后，以3％ 戊巴比妥钠（70 mg/kg）ip麻醉3～

5 min后仰卧位固定于手术台，气管插管，连接呼吸机。

胸骨正中切口，钝性分离皮下组织及肌肉，于胸骨左缘

3～4助间开胸，打开心包膜，分离脂肪，于左心耳下缘 1

mm处以７号针线在冠状动脉左前降支（LAD）下方穿缝

合线，将充水（0.5 mL）的球囊置于血管与结扎线间。结

扎造成心肌缺血，心电图监测显示ST段抬高 0.2 mV为

心肌缺血建模成功。持续30 min后打开结扎线，抽出球

囊，关胸再灌注120 min。

2.2 分组与给药

参照文献[3]选择丁苯酞的给药剂量。将大鼠适应

性喂养1周后，随机分为假手术组、模型组和丁苯酞低、

中、高剂量组（50、75、100 mg/kg），每组10只。将丁苯酞对

照品溶于0.5％聚山梨酯80溶液中，质量浓度为8 mg/mL，

各组大鼠 ig相应剂量的药物，假手术组和模型组大鼠 ig

等量生理盐水，每天1次，连续3 d。然后除假手术组外，

其余各组大鼠按“2.1”项下方法建立心肌 I/R模型。

2.3 心肌梗死面积的测定

按照文献[5]方法测定。各组大鼠再灌注后用3.6％

水合氯醛以 0.15 mL/10 g麻醉后用肝素抗凝，取出心脏

后用心脏灌流液经冠状动脉灌流冲洗，结扎 LAD，用

1％ Evans Blue生物染色剂灌注。灌注结束后分离心房

和心室组织，将心室放入特制容器内，加冷却至 4 ℃的

琼脂糖固定心脏。垂直心室长轴横行切片，每片 1～2

mm，将切片放入培养皿中，加入含 2％ 2，3，5-氯化三苯

基四氮唑（TTC）的磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4），37 ℃闭

关孵育 30 min，置于 10％甲醛溶液中过夜，封片。切片

中蓝色为非缺血区心肌，红色和灰红相间为缺血区心肌

（AAR），灰白色为梗死心肌（IS）。用扫描仪成像，Image

Pro Plus 6.0图片分析软件计算各部分面积和梗死面积

比例，梗死面积比例＝梗死面积/缺血面积×100％。

2.4 TUNEL法测定心肌细胞凋亡率

将各组大鼠心脏放入PBS中，剪下缺血区心肌，洗

净，用 4％多聚甲醛于 4 ℃固定 24 h。将固定好的心肌

组织用乙醇和二甲苯脱水及透明后，石蜡包埋，切片，按

TUNEL试剂盒说明书操作进行染色。在光学显微镜下

观察凋亡细胞的细胞核呈棕黄色。根据凋亡细胞分布，

每张切片拍摄5张图片，每个标本切片随机选取5个400

倍视野，计算平均每100个细胞中的凋亡细胞数，计算细

胞凋亡率，细胞凋亡率＝凋亡细胞数/总细胞数×100％。

2.5 Western blot法测定凋亡相关蛋白表达

取各组大鼠缺血区心肌组织 10 mg，按每 10 mg 组

织加入 200 μL 的 RIPA 裂解液及 PMSF 蛋白抑制剂，研

磨后将心肌细胞匀浆转移至预冷的 1.5 mL的EP管中，

置于冰上15 min充分裂解，离心后弃上清液，－20 ℃保

存。用 10％十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE），转膜，封闭，加入稀释 1 000倍的一抗液，

封口，4 ℃孵育过夜，用PBS洗膜3次；再加入稀释5 000

倍的HRP标记的二抗，封口，PBS洗膜3次；将膜浸泡于

增强化学发光试剂中5 min，除去多余液体后压片，在暗

盒中于X-光底片上曝光 5 min后显影，检测灰度值。以

目标蛋白与内参β肌动蛋白（β-actin）灰度值的比值表示

Caspase-3（促凋亡蛋白）、Fas（外在途径促凋亡蛋白）、

Caspase-9（促凋亡蛋白）和Bcl-2（内在途径抑制凋亡蛋

白）的相对表达水平。

2.6 心脏功能评估

将10％水合氯醛麻醉后的大鼠置于自制木板上，用

超声诊断仪进行大鼠心脏超声检查，并读取左心室射血

分数（LVEF），用以评估大鼠心脏功能。

2.7 血清中VEGF含量测定

各组大鼠再灌注后取眼眶内眦动脉血4 mL，常温静

置 30 min，3 000 r/min（离心半径 13.5 cm）离心 20 min，

取上清液按VEGF试剂盒的说明书操作，采用酶联免疫

吸附试验（ELISA）法检测血清中VEGF含量。

2.8 统计学方法

用SPSS 22.0软件进行统计分析。计量资料以 x±s

表示，采用单因素方差分析进行组间比较，细胞凋亡

率采用卡方检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 心肌梗死面积比例与细胞凋亡率

与假手术组比较，模型组大鼠的心肌梗死面积比例

和细胞凋亡率均明显升高（P＜0.01）。与模型组比较，

各给药组大鼠的心肌梗死面积比例和细胞凋亡率均明

显降低（P＜0.05）。与丁苯酞低剂量组比较，丁苯酞高
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剂量组大鼠的心肌梗死面积比例和细胞凋亡率均明显

降低（P＜0.05）。各组大鼠心肌梗死面积比例和细胞凋

亡率的测定结果见表1。

表1 各组大鼠心肌梗死面积比例和细胞凋亡率的测定

结果（x±±s，n＝10）

Tab 1 Determination results of myocardial infarction

area ratio and cell apoptosis rate of rats in

each group（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
丁苯酞低剂量组
丁苯酞中剂量组
丁苯酞高剂量组

心肌梗死面积比例，％
0

41.32±8.61＊＊

38.59±7.12#

33.41±6.82#

29.45±5.81#Δ

细胞凋亡率，％
0.36±0.06

45.31±6.33＊＊

32.52±0.86#

21.78±0.74#

10.63±0.91#Δ

注：与假手术组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05；与丁苯

酞低剂量组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. sham operation group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05；vs. butylphthalide low-dose group，ΔP＜0.05

3.2 心肌细胞凋亡情况

在 400倍光镜下可见细胞核为棕黄色的凋亡细胞、

细胞核为蓝色的正常细胞。假手术组大鼠心肌细胞中

绝大部分细胞核为蓝色；模型组大鼠心肌细胞中大部分

细胞核为棕黄色；而丁苯酞低、中、高剂量组大鼠心肌细

胞中均可观察到细胞核为棕黄色的凋亡细胞，但凋亡细

胞数目明显少于模型组，其凋亡细胞数目排序为丁苯酞

高剂量组＜丁苯酞中剂量组＜丁苯酞低剂量组。各组

大鼠心肌细胞凋亡的显微镜图见图1。

3.3 凋亡相关蛋白的表达

与假手术组比较，模型组大鼠心肌细胞中Caspase-

3、Fas、Caspase-9蛋白表达均明显增强，Bcl-2蛋白表达

明显减弱（P＜0.01）。与模型组比较，各给药组大鼠心

肌细胞中 Caspase-3、Fas、Caspase-9蛋白表达均明显减

弱，Bcl-2蛋白表达明显增强（P＜0.05）；其中，丁苯酞中、

高剂量组改善效果明显强于丁苯酞低剂量组（P＜

0.05）。各组大鼠心肌细胞中凋亡相关蛋白表达的电泳

图见图2，测定结果见表2。

表2 各组大鼠心肌细胞中凋亡相关蛋白表达的测定结

果（x±±s，n＝10）

Tab 2 Determination results of expressions of apopto-

sis-related proteins in myocardial cells in each

group（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
丁苯酞低剂量组
丁苯酞中剂量组
丁苯酞高剂量组

Caspase-3

0.23±0.08

0.99±0.17＊＊

0.74±0.24#

0.56±0.22#Δ

0.35±0.20#Δ

Bcl-2

0.97±0.18

0.35±0.13＊＊

0.52±0.16#

0.68±0.20#Δ

0.75±0.23#Δ

Fas

0.32±0.11

0.88±0.15＊＊

0.70±0.19#

0.61±0.22#Δ

0.53±0.21#Δ

Caspase-9

0.25±0.09

0.89±0.15＊＊

0.65±0.20#

0.57±0.23#Δ

0.42±0.17#Δ

注：与假手术组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05；与丁苯

酞低剂量组比较，ΔP＜0.05

Note：vs. sham operation group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05；vs. butylphthalide low-dose group，ΔP＜0.05

3.4 心脏LVEF及血清中VEGF含量测定结果

与假手术组比较，模型组大鼠心脏LVEF和血清中

VEGF含量均明显降低（P＜0.01）。与模型组比较，除丁

苯酞低剂量组大鼠的LVEF无明显变化外（P＞0.05），其

余各给药组大鼠心脏的LVEF和血清中VEGF含量均明

显升高（P＜0.05）。各组大鼠的 LVEF 和血清 VEGF 含

量的测定结果见表3。

表3 各组大鼠的LVEF和血清VEGF含量的测定结果

（x±±s，n＝10）

Tab 3 Determination results of LVEF，serum VEGF

contents of rats in each group（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
丁苯酞低剂量组
丁苯酞中剂量组
丁苯酞高剂量组

LVEF，％
79.42±7.87

52.53±6.70＊＊

59.76±6.96

63.43±7.62#

68.34±8.21#

VEGF，pg/mL

34.35±2.61

18.01±2.94＊＊

23.66±3.61#

28.43±3.72#

37.11±4.84#

注：与假手术组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. sham operation group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05

4 讨论
溶栓治疗、冠状动脉介入手术和冠状动脉搭桥等是

临床治疗急性心肌梗死的常用手段，可恢复心肌细胞血

图1 各组大鼠心肌细胞凋亡的显微镜图（×400）

Fig 1 Microscope figure of myocardial cell apoptosis

of rats in each group（×400）

A.假手术组 B.模型组

C.丁苯酞低剂量组 D.丁苯酞中剂量组 E.丁苯酞高剂量组

图 2 各组大鼠心肌细胞中凋亡相关蛋白表达的电泳

图

Fig 2 Electrophoresis chart of expressions of apopto-

sis-related proteins in myocardial cells in each

group

Caspase-9

Fas

Bcl-2

Caspase-3

β-actin

假手术组 模型组 丁苯酞低
剂量组

丁苯酞中
剂量组

丁苯酞高
剂量组

··3520



中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m 

中国药房 2017年第28卷第25期 China Pharmacy 2017 Vol. 28 No. 25

液灌注，但后来发现疗效没有达到预期值。经过多位学

者的研究提出了心肌 I/R的概念[6]。心肌 I/R是指心肌细

胞发生缺血性损伤后，恢复血液灌注后反而更加重了原

来受损细胞的功能和代谢障碍[7]。心肌细胞凋亡是心肌

I/R发生的重要标志，因此采取有效手段减少心肌 I/R，抑

制细胞凋亡，可达到保护心脏的目的。

关于心肌细胞凋亡的诱因有很多，主要通过两条途

径实现：第一条称为外在途径，主要利用细胞间的死亡

配基活化相关受体实现。Fas配体属于介导宿主防御和

免疫反应的肿瘤坏死因子（TNF）超家族，通过与配体

FasL结合活化，进一步与Caspase-8形成复合物，激活凋

亡执行因子 Caspase-3、Caspase-5、Caspase-7，最终启动

凋亡程序[8]。第二条称为内在途径或线粒体途径，Bcl-2/

Bax家族相关蛋白是此途径研究最多的一系列蛋白。大

量的细胞内信号包括各种应激、DNA损失和异常的细胞

信号都可以引起Bcl-2家族促凋亡相关蛋白的活化，进

而诱导线粒体释放细胞色素 c、凋亡小体或促使 Cas-

pase-9 活化，最终导致 Caspase-3、Caspase-5、Caspase-7

活化，通过蛋白酶水解使细胞崩溃[9]。目前研究发现心

肌 I/R促细胞凋亡主要与激活Bcl-2通路有关[10]。

丁苯酞是从芹菜籽中提取的天然产物，起初由于其

显著的神经保护作用被关注。有研究结果显示，丁苯酞

可抑制神经细胞凋亡、改善细胞功能、减少细胞梗死面

积、改善线粒体功能和抑制氧化损伤等[11]。而丁苯酞对

心脏的作用研究较少。丁苯酞主要的作用靶点在血管

内皮细胞，其作用范围广泛，可对多种器官起作用。近

年对丁苯酞研究范围逐渐扩大，其对心脏的作用慢慢为

人所知[12]。Moghadam MH等[13]最早发现了芹菜籽提取

物对高血压大鼠模型的作用，并指出丁苯酞是发挥疗效

的主要物质；Wang W等[14]对上述现象的机制进一步研

究，提出丁苯酞通过双孔钾离子通道TREK-1作用于心

肌细胞的机制；Wang YG等[15]应用丁苯酞作用于心肌梗

死再灌注损伤大鼠，观察到丁苯酞抑制细胞凋亡的现

象，但未对其机制作进一步解析。

在缺血缺氧等特定条件的刺激作用下可引发人体

血管的新生。在血管新生的过程中，受到多种体内外因

素包括促进与抑制VEGF、神经-内分泌-免疫系统等，其

中，VEGF作为一类对血管生长调节具有重要作用的细

胞因子，是血管的再生及形成过程中的重要信号关联蛋

白之一。本研究发现，丁苯酞可改善大鼠LVEF，提示其

可改善心肌损伤大鼠心室收缩和舒张功能；还可通过上

调血清VEGF的表达水平，从而对心肌缺血疾病起到一

定的保护作用。

本研究发现，丁苯酞可有效预防大鼠心肌 I/R，保护

心功能；其机制可能是同时通过细胞凋亡外在途经及内

在途经起作用，并与VEGF的表达有关。本研究结果为

急性缺血性心脏病的治疗提供了新的研究思路。
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